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(54) Title: COMPONENTS FOR PRODUCING AMPHOTERIC LIPOSOMES 



o 

t^* (57) Abstract: The invention relates to amphoteric lipids. According to the invention, at least one amphoteric group having an 
^ isoelectric point between 4 and 9 is substituted on a membranous or membrane-forming amphiphile. The invention also relates to 
t^i liposomes containing said compounds. 

o 

Q (57) Zusammenfassung: Es werden amphotere Lipide vorgeschlagen, wobei an ein membranstandiges oder membranbildendes 
Amphiphil eine oder mehrere amphotere Gruppen mit einem isoelektrischen Punkt zwischen 4 und 9 substituiert sind sowie Lipo- 
^ somen, die diese Verbindungen enthalten. 
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5 Komponenten fiir die Herstellung amphoterer Liposomen 



Die Erfindung betrifft amphotere Verbindungen auf Basis 
amphiphiler Molekiile, wobei an deren Kopfgruppen eine oder 
10 mehrere amphotere Gruppen mit einem isoelektrischen Punkt 
zwischen 4 und 9 substituiert sind, Liposomen, die diese 
Verbindungen enthalten sowie ihre Verwendung. 



Unter dem Begriff der Lipide werden drei Klassen von 
15 Naturstoffen zusammengef asst , die sich aus biologischen 
Membranen isolieren lassen: Phospholipide, Sphingolipide und 
Cholesterol mit seinen Derivaten. Technisch hergestellte 
Verbindungen mit ahnlichen Eigenschaf ten sind die 
Diacylglycerole oder N, N-Dialkylamine . 

20 

Von technischem Interesse sind diese Substanzen bei der 
Herstellung von Liposomen. Diese Liposomen lassen sich unter 
anderem als Container fiir Wirkstoffe bei pharmazeutischen 
Zubereitungen einsetzen. Wunschenswert ist dabei eine 

25 effiziente und stabile Verpackung des Cargos und eine 
kontrollierbare Freisetzung des Inhalts . Beide Anspriiche sind 
nicht ohne weiteres zu vereinen: Je stabiler und dichter die 
Verpackung ist, desto schwerer gibt sie den eingeschlossenen 
Wirkstof f wieder f rei . Aus diesem Grund wurden Liposomen 

30 entwickelt, die ihre Eigenschaf ten als Reaktion auf einen 
auSeren Reiz verandern. Bekannt sind the rmo sensible und pH- 
sensitive Liposomen. Die pH-sensitiven Liposomen sind von 
besonderem Interesse, da dieser Parameter sich auch unter 
physiologischen Umstanden, etwa bei der endozytotischen 

35 Aufnahme eines Liposoms in Zellen oder bei der Passage des 
Magen-Darm-Trakts, andern kann. 

BESTATIGUNGSKOPIE 
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Nach dem Stand der Technik umfassen pH- sensitive Liposomen 
insbesondere Cholesterolhemisuccinat (CHEMS) . 

Cholesterolhemisuccinat wird in Mischung mit 

5 Phosphatidylethanolamin zur Herstellung pH-sensitiver 
Liposomen verwendet (Tachibana et al. (1998) ; BBRC 251: 538- 
544, US4891208) . Solche Liposomen konnen von Zellen 
endozytiert werden und vermogen auf diesem Weg Cargomolekule 
in das Innere von Zellen zu transportieren, ohne die 

10 Integritat der zellularen Membran zu verletzen. 



Ein wesentlicher Nachteil des CHEMS ist dessen anionischer 
Charakter. Die damit hergestellten Liposomen besitzen eine 
negative Gesamtladung und werden nur mit geringer Effizienz 
15 von Zellen aufgenommen. Trotz des oben beschriebenen 
Trans fermechanismus eignen sie sich daher kaum fur den 
Eintransport von Makromolekulen in Zellen. AuSerdem ist es 
nicht moglich makromolekulare Wirkstoffe wie DNA in diesen 
Liposomen zu verpacken. 

20 

Fur den Eintransport von Wirkstoffen in Zellen (Transf ektion) 
werden fachgemaE, kationische Liposomen verwendet, die uber 
eine moglichst hohe und konstante Oberf lachenladung verfiigen. 
Die positive Gesamtladung solcher Partikel fuhrt zu einer 

25 elektrostatischen Anheftung an Zellen und in der Folge zu 
einem effizienten Eintransport. Der Einsatz dieser 
Verbindungen und der damit hergestellten Liposomen bleibt aber 
auf Anwendungen in vitro Oder ex vivo beschrankt, da solche 
positiv geladenen Liposomen mit Serumbestandteilen 

30 unkontrollierte Aggregate bilden. 



Der Stand der Technik beschreibt in der WO 00/59474 
Verbindungen mit einem Membrananker und einer kationischen und 

2 
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anionischen Kopfgruppe auf demselben Molekul, wobei die 
anionische Gruppe liber eine Disulf idbriicke mit der 
Grundstruktur verbunden ist. Diese Disulf idbriicke kann unter 
physiologischen Bedingungen, etwa bei Kontakt mit dem Cytosol, 

5 reduziert werden, die anionische Kopfgruppe wird dann 
freigesetzt und das Gesamtmolekiil erha.lt eine positive Ladung 
und ermoglicht die Fusion mit der Zellmembran. Nachteilhaft 
ist das Toxizitatsprof il und die Lagerstabilitat der in WO 
00/59474 offenbarten Verbindungen, da durch die Abspaltung der 

10 Disulf idbrucken freie kationische Lipide entstehen. Fur diese 
Verbindungen ist es bekannt, dass sie nachteilhaf terweise eine 
zytotoxische Wirkung besitzen. 



Weiterhin ist es bei den bekannten Lipiden und den sie 

15 umfassenden Liposomen nachteilig, dass diese nur 
unterdurchschnittliche Mengen an Proteinen, DNA und / oder RNA 
binden bzw. einschlieEen konnen. Sofern Veranderungen der 
Liposomen dahingehend vorgenommen werden, dass diese mehr 
Mengen an Carbo binden bzw. einschlieJSen konnen, werden diese 

20 zytotoxisch oder weisen eine geringe Kompatibilitat mit Serum 
oder Blut auf bzw. sind innerhalb des Blutes oder des Serums 
nicht stabil, da sie von einzelnen Bestandteilen des Blutes 
oder des Serums, wie beispielsweise Komplement oder Perforin, 
angegriffen werden. Die bekannten Liposomen und Lipide eignen 

25 sich daher nur bedingt fur den Einsatz im lebenden Organismus 
und weisen weiterhin nur eine geringe Effizienz bei dem 
Transport von Inhalts- und / oder Bindungsstof f en auf. 
Einzelne, bekannte Verbindungen, die zumindest einen Teil der 
genannten Nachteile nicht aufweisen, sind nur sehr kompliziert 

30 herstellbar, wobei einzelne Komponenten so teuer sind, dass 
eine Verwertung im klinischen MaSstab bzw. bei der Verwendung 
in Laborroutinen nicht moglich ist. 



Es bestand daher die Aufgabe, neue Verbindungen herzustellen, 
35 die die genannten Nachteile nicht aufweisen und 

3 
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i) die es insbesondere ermoglichen, Wirkstoffe, 
insbesondere Plasmide in Liposomen einzuschliefeen, 

ii) aus denen Liposomen hergestellt werden konnen, die 
5 einen eingeschlossenen Wirkstoff in das Innere von 

Zellen transport ieren konnen, 

iii) durch deren Anwesenheit die Herstellung von Liposomen 
moglich ist, die unter physiologischen Bedingungen mit 
Serum gemischt werden konnen, ohne dass es zur 

10 Aggregation kommt, 

iv) die in hohem Anteil in liposomale Membranen eingebaut 
werden konnen und 

v) die sich einfach und preiswert herstellen lassen. 



15 Die Erfindung lost diese technische Aufgabe durch Liposomen, 
umfassend amphiphile Verbindungen mit einem isoelektrischen 
Punkt zwischen 4,5 und 8,5, die ihren Ladungszustand 
reversibel von kationisch nach anionisch in einem pH-Bereich 
von 1-2 Einheiten andern konnen, nach der allgemeinen Formel 

20 (I): 

(I) Amphoter - Y - Spacer - Amphiphil 

wobei 

(a) der Amphoter mindestens einen kationischen 
25 Ladungsteil mit einem pKa-Wert zwischen 4 bis 8 

und/oder mindestens einen anionischen Ladungsteil 
mit einem pKa-Wert zwischen 3 bis 7 und 
gegebenenfalls weitere Ladungstrager umfasst, wobei 



30 



aa) der kationische Ladungsteil ausgewahlt ist aus 
der Gruppe umfassend Imidazol, Morpholin, 
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Piperazin, Purin, Pyridin und/oder Pyrimidin 
oder ein Derivat hiervon, 

bb) der anionische Ladungsteil eine Carboxylgruppe 
ist, die in der aliphatischen Kette gebundene 
Essigsaure, Bromessigsaure, Chloressigsaure, 
Acetoessigsaure, Propionsaure, Acrylsaure, 
Buttersaure, Crotonsaure oder Carbonsauren 
umfasst, die einfach veresterte oder amidierte 
oder in der aliphatischen Kette gebundene 
Dicarbonsaure wie Oxalsaure, Malonsaure, 
Bernsteinsaure, Maleinsaure, Fumarsaure, 

Apfelsaure, Weinsaure, Glutarsaure, Adipin- 
saure, Caprylsaure, Pimelinsaure, Stiberinsaure, 
Cyclohexandi carbons aure oder auch 

Cyclopentandicarbonsaure umfasst; die einfach 
veresterte oder amidierte oder im aliphatischen 
Teil gebundene Oligocarbonsaure wie 

Citronens aure , Isocitronensaure oder 

Ethylendiamintetraessigsaure umfasst , 

(b) der Spacer ein Niederalkylrest mit bis zu 8 C- 
Atomen mit linearer, verzweigter oder ringformiger 
Struktur mit 0, 1 oder 2 ethylenisch ungesattigten 
Bindungen und 0-4 Hydroxylgruppen ist, 

(c) Y -(C=0)-0-; -(C=0)-NH- ; -NH- (C=0) -O- ; -0-; -NH- ; 
-CH=N-; -0-(0=C)-; -S-; (0=C) - ; -NH-(0=C)-; -O- 
(0=C)-NH-, -N=CH- und/oder -S-S- umfasst. 

(d) das Amphiphil eine Struktur nach der allgemeinen 
Formel (II) oder (III) oder (IV) ist: 



(ID 



Rr— O— CH 2 
R 2 — O— CH 
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Rl und R2 unabhangig voneinander C8 bis C3 0 Alkyl oder 
Acylketten mit 0, 1 oder 2 ethylenisch ungesattigten 
Bindungen sind und 

X ausgewah.lt ist aus der Gruppe umfassend -O- (C=0) ; - 
NH-(C=0)-; -S-(C=0)-; -0-; -NH- ; -S-; -N=CH- ; - (0=C) -O- 
; -S-(0=C)-; -NH-(0=C)-; -N=CH- und/oder -S-S-; 



Rr— 0— CH 2 
R 2 — O— CH 



Rl und R2 unabhangig voneinander C8 bis C3 0 Acylketten 
mit 0, 1 oder 2 ethylenisch ungesattigten Bindungen 
sind und 

X -O- ist. 

oder 
(IV) 



Rl und R2 unabhangig voneinander C8 bis C3 0 Alkylketten 
mit 0, 1 oder 2 ethylenisch ungesattigten Bindungen 
sind und 

X abwesend oder ausgewah.lt ist aus der Gruppe bestehend 
aus - (C=0) -O- ; - (C=0) -NH- ; - (C=0) -S- ; -NH- ; -CH=N- ; 
und/oder -S-(0=C)-; 

(e) das Amphiphil eine mit linearen C8 bis C3 0- 
Alkoholen-veresterten 1,4- oder 1,5- Dicarbonsauren 
wie . Asparaginsaure , Glutaminsaure, Apfelsaure, 
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Weinsaure, Citronensaure, Aconitsaure, 

Citraconsaure und/oder Maleinsaure ist und/oder 

(f) das Amphiphil eine mit linearen C8 bis C3 0- 
Fettsauren amidierten 1,4- oder 1,5- Diaminen des 
5 3-Aminoalanins, Diaminobuttersaure, Orni thins oder 

Lysin ist. 

Die Erfindung betrifft also die Lehre, dass durch Konjugation 
von amphoteren Gruppen iiber einen Spacer an ein Amphiphil, das 

10 sich in liposomale Membranen einbauen laSt, Strukturen 
bereitstellen lassen, die insbesondere zur Herstellung von 
Liposomen verwendet werden konnen, die geeignet sind, im 
lebenden Organismus eingesetzt zu werden und hohe Mengen an 
Proteinen, Peptiden, Kohlenhydrate, DNA und / oder RNA binden 

15 und / oder transportieren konnen. Uberraschenderweise sind die 
neuen Verbindungen geeignet zur Herstellung von Vesikeln oder 
Liposomen, die im Blut oder Serum nicht aggregieren, die durch 
Complementkomponenten nicht angegriffen werden, die nicht 
zytotoxisch sind und iiber mehrere Stunden im Blut oder Serum 

20 stabil sind, wobei die Permeabilitat der Liposomen vom pH-Wert 
und damit vom Ladungszustand der Verbindungen abhangig ist. 
D.h. die Wirkstof f f reigabe dieser nicht -aggregierenden, 
stabilen, nicht- zytotoxischen Liposomen erfolgt in 
Abhangigkeit vom pH-Wert des Mediums. 

25 Je nach verwendet em Amphoter und Amphiphil werden Verbindungen 
erhalten, die bei einem pH-Wert zwischen 4 und 9 ihre Ladung 
andern und sich uberraschenderweise zu einem hohen Anteil in 
liposomale Membranen einbauen lassen. 



30 Im Zusammenhang mit der Erfindung sollen folgende Abkiirzungen 
verwendet werden: 

CHEMS Cholesterolhemisuccinat 
PC Phospatidylcholin 
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PE Phosphatidylethanolamin 
PS Phosphatidylserin 



Amphiphil 

5 Die in diesem Molekulbaustein vorhandenen ein oder zwei 
langkettigen Alkyle oder Acyle umfassen zwischen 8 und 3 0 C- 
Atome. Sie sind vorzugsweise geradkettig oder wenig verzweigt 
und konnen 0,1, oder 2 ethylenisch ungesattigte Bindungen 
aufweisen. Besonders bevorzugt sind solche Subs tituen ten, die 

10 man in natiirlichen Lipiden findet, also geradkettige 
Fettsauren oder Alkohole mit 12 bis 20 C-Atomen und keiner, 
einer oder zwei ungesattigten Bindungen. Ganz besonders 
bevorzugt sind Lauroyl-, Myristoyl- , Palmitoyl-, Stearoyl-, 
Oleoyl- und Linoyl-Reste, beziehungsweise deren entsprechende 

15 Fettalkohole . 



Bevorzugt werden als Amphiphile Diacylglycerole, 
Dialkylglycerole, Phosphoglycerole, acylierte oder alkylierte 
3-Amino-l, 2-Propandiole oder auch die N, N-Dialkylamine 
20 eingesetzt, da diese Verbindungen insbesondere billig 
verfugbar sind, eine einfache Chemie aufweisen und in einem 
hohen Anteil in Membranen eingebaut werden konnen, ohne deren 
Permeabilitat zu erhohen oder gar den Membrancharakter vollig 
zu zerstoren. 

25 

In einer vorteilhaf ten Ausfuhrung der Erfindung werden 
Dicarbonsauren als polare Kopfgruppe des Amphiphils 
eingesetzt, die zweckmassigerweise eine Ankopplung der 
letztlich ladungstragenden Substituenten uber weitere 
30 funktionelle Gruppen erlauben. Bevorzugt fur die daraus 
abgeleiteten Amphiphile stehen: langkettige Ester von 1,4- 
oder 1,5- Dicarbonsauren, wie etwa Asparaginsaure, 

8 



WO 03/070735 



B1 

PCT/EP03/01662 



Glutaminsaure , Apf elsaure, Weinsaure, Citronensaure, 

Aconitsaure, Citraconsaure, Maleinsaure oder ahnliche solcher 
Verbindungen mit Fettalkoholen. Besonders bevorzugt sind die 
Lauryl-, Myristyl-, Palmityl-, Stearyl-, Oleyl- und Linol- 
5 Ester der genannten Dicarbonsauren. Weitere Molekulbausteine 
(Spacer, Amphoter) werden uber die verbleibende Aminogruppe, 
Hydroxylgruppe, Carboxylgruppe oder iiber die Doppelbindung 
gekoppelt . 



10 Andere vorteilhafte Amphiphile erhalt man aus Diaminen mit 
einer weiteren f unktionellen Gruppe etwa als Diamid des 3- 
Aminoalanins, der Diaminobuttersaure, des Orni thins oder 
Lysins mit langkettigen Fettsauren. Darunter sind die Lauroyl- 
, Myristoyl-, Palmitoyl-, Stearoyl-, Oleoyl- und Linoyl-Reste 

15 besonders bevorzugt. 



Letztlich lassen sich die erf indungsgemassen Verbindungen auch 
als Derivate des Sphingosins oder der Ceramide herstellen. Sie 
sind auch als Derivate langkettiger Vinylether oder 
20 Plasmalogene darstellbar. 



Die mit Vorteil als Ausgangsstof f verwendeten Amphiphile 
konnen an ihrer hydrophilen Kopfgruppe verschieden 
funktionalisiert sein urn zweckmaEigerweise eine bestandige, 
25 aber auch biologisch abbaubare Ankopplung erlauben oder 
optional die Funktion eines raumlichen Spacers zu erfullen. 
Besonders geeignet fur eine direkte Kopplung sind die 
vorhandene Hydroxylgruppe oder eine Aminogruppe. Weiterhin 
geeignet sind auch Carboxylgruppen. 

30 

Amphoter: Das Gesamtmolekiil erhalt seine pH-abhangige 
Ladungscharakteristik durch die gleichzeitige Anwesenheit von 
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kationischen und anionischen Gruppen im Molekiilteil 
"Amphoter" . Ein Amphoter ist insbesondere dadurch 
gekennzeichnet, dass bei einem bestimmten pH-Wert die Summe 
seiner Ladungsbestandteile gerade Null ist. Dieser Punkt wird 
5 als isoelektrischer Punkt (iP) bezeichnet . Oberhalb des iP ist 
die Verbindung negativ geladen, unterhalb des iP ist sie als 
positives Ration auf zuf assen; wobei der iP der 
erf indungsgemaSen Verbindungen zwischen 4,5 und 8,5 liegt. 



10 Die Gesamtladung des Molekuls bei einem bestimmten pH-Wert des 
Mediums kann wie folgt berechnet werden: 

z= Sni' * ((qi-l) + (10(pK-pH)/(l+10(pK-pH)))) 



15 qi absolute Ladung der ionischen Gruppe unterhalb ihres pK 
(Beispiel: Carboxyl = 0, einfache Stickstof fbase = 1, zweifach 
veresterte Phosphatgruppe = -1 > 

ni Anzahl dieser Gruppen im Molekul 

20 Eine erf indungsgemaBe Verbindung entsteht beispielsweise durch 
Kopplung der Aminogruppe des Histidins an 

Dipalmitoylglycerolhemisuccinat . Das Produkt ist bei einem 
neutralem pH-Wert von 7 negativ geladen, da die vorhandene 
Carboxyl funkt ion im Wesentlichen vollstandig dissoziiert 

25 vorliegt und die Imidazolfunktion nur gering auf geladen ist. 
Bei einem sauren pH-Wert von etwa 4 sind die Verhaltnisse 
umgekehrt: die Carboxyl funkt ion ist nun weitgehend entladen, 
die Imidazolgruppe jedoch im Wesentlichen vollstandig 
protoniert, die Gesamtladung des Molekiils ist daher positiv. 

30 

Werden Phospholipide als Amphiphile verwendet, so muiS die dort 
vorhandene konstante negative Ladung ' des Phosphats durch eine 

10 
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zusatzliche positive Ladung kompensiert werden, damit eine 
erf indungsgemaEe Verbindung entsteht. Eine Verbindung, die die 
erf inderische Lehre verdeutlichen soli, entsteht durch 
Kopplung von Histidin an Phosphatidylserin. Dabei ist es 

5 unerheblich, ob die Kopplung zwischen der Carboxygruppe des 
Histidins und der Arainogruppe des PS erfolgt oder ob die 
Aminogruppe des Histidins an die Carboxylfunktion des PS 
gekoppelt wird. In beiden Fallen entstehen Molekiile, in denen 
eine freie Aminogruppe die konstant negative Ladung der 

10 Phosphatgruppe neutralisiert . Die verbleibende Carboxylgruppe 
und die Imidazolf unktion reagieren wie oben, so dass es zur 
beabsichtigten Charakteristik vor erf indungsgemaSen Strukturen 
kommt . 



15 In einer bevorzugten Ausfuhrungsvariante der Erfindung weist 
das Moleku.1 einen isoelektrischen Punkt zwischen 4 und 8, 
bevorzugt zwischen 5 und 7 auf . 



In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsvariante der 
20 Erfindung umfasst das Amphoter ein oder mehrere Kationen mit 
einem pKa-Wert zwischen 4 und 8 und gleichzeitig ein oder 
mehrere Anionen mit einem pKa-Wert zwischen 3 und 7. Amphotere 
konnen insbesondere aus zwei Ladungstragern zusammengesetzt 
sein, die beide im benannten pH-Bereich zwischen 4' und 9 ihre 
25 Ladung wechseln. Der gleichzeitig stattf indende Verlust an 
anionische Ladung und Gewinn an kationische Ladung fuhrt zu 
einem Ladungswechsel des Gesamtmolekuls . 



Dabei umfasst eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsvariante 
30 Amphotere, bei denen die pKa-Werte von Ration und Anion 
hochstens 2 pH-Einheiten auseinahderliegen. Besonders 
vorteilhaf t wirkt sich das auf die Scharf e des iP aus . Je 
enger die beiden pKa-Werte beieinander liegen, desto enger ist 
der pH-Bereich, in dem die Molekulladung von kationisch zu 

11 
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anionisch wechselt. Eine vorteilhafte Auswahl von Art und 
Anzahl der Kationen und Anionen kaim der Fachmann anhand der 
oben genannten Formel vornehmen. 

5 Es kann zweckmaSig sein, funktionelle Gruppen oder 
Molekulfragmente als Ladungstrager zu verwenden, die im pH- 
Bereich zwischen 4 und 9 voll dissoziiert vorliegen. Dazu 
gehoren insbesondere Phosphorsauregruppen, Sulf onsauregruppen 
oder andere starke Anionen. Bevorzugt sind weiterhin die 

10 meisten primaren, sekundaren oder tertiaren Aminogruppen. Dazu 
gehoren die quartaren Ammonium-, Amidinium- , Pyridimnium- und 
die Guanidinogruppen . Die Phosphorsauregruppe der 

Phospholipide ist ein besonders vorteilhaf tes Beispiel fur 
diesen Molekulbestandteil . 

15 

Diese ( feststehenden Ladungen des Amphoters mussen 
erf indungsgemaS durch die beschriebenen veranderlichen 
Ladungen uberkompensiert werden. Dies ist nur moglich, wenn 
die veranderlichen Ladungstrager in einem Uberschuss 

20 eingesetzt werden. Wird beispielsweise eine tertiares Amin als 
Ration verwendet, so werden mindestens 2 Carboxygruppen 
benotigt, urn ein Amphoter im Sinne der Erfindung zu erhalten. 
Bei nur einer Carboxylgruppe kann nur die positive Ladung des' 
Amins kompensiert werden, das Molekiil niemals vollstandig 

25 umladen. Vorteilhaft bei der Verwendung voll dissoziierter 
Gruppen ist deren starke Polaritat. 

Amphotere konnen besonders bevorzugt als komplette 
Struktureinheiten vorliegen. Das ist vorzugweise der Fall bei 
30 den o-, m- oder p-Aminobenzoesauren, der Imidazolcarbonsaure, 
der Imidazoldiessigsaure oder auch der Nicotinsaure oder 
Picolinsaure . 
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Weitere vorteilhafte Verbindungen sind beispielsweise w- (1- 
Piperazino)alkylcarbonsauren, Urocansaure, 4- (2-Aminoethyl) - 
imidazol-maleinsauremonoamid, 4- (2-Hydroxyethyl) imidazol- 

maleinsauremonoester, (2-Aminoethyl) morpholin-maleinsaure- 

monoamid oder analoge Verbindungen. 



pH-sensitive Kationen mit einem pKa zwischen 4 und 8: 

Bevorzugt ist das Ration ein Imidazol, Piperazin, Morpholin, 
Purin oder Pyrimidin. Weitere vorteilhafte Kationen mit dieser 
Eigenschaft sind im wesentlichen Stickstof fbasen. Insbesondere 
wenn die Stickstof fbasen als Ringsysteme vorliegen, existieren 
vorteilhafterweise Stellungsisomere, bei denen der verbindende 
Spacer an verschiedenen Positionen des organischen Rations 
substituiert ist. Durch die Stel lungs isomer ie lassen sich 
zweckmaSigerweise die pKa-Werte der organischen Kationen 
beeinflussen. Die dem zugrunde liegenden Regeln sind dem 
Fachmann bekannt. Alternativ konnen diese Einflusse aus 
Tabellenwerken abgeschatzt werden (Handbook of Chemistry and 
Physics, 73. Band, S. 8 - 37 ff.). 



Vorteilhafte organische Kationen sind die insbesondere 
folgenden Stof f klassen: 

o-, m-, p-Aniline; 2-, 3- oder 4-substituierte Anisidine, 
Toluidine oder Phenetidine; 2-, 3-, 5-, 6-, 7-oder 8- 
substituierte Benz imidazole, 2-, 3, 4- oder 5-substituierte 
Imidazole, 1-, oder 5-substituierte Isochinoline, 2-, 3- oder 
4- substituierte Morpholine, 2-, 3- oder 4- substituierte 
Picoline, 1-, 2-, oder 3- subs ti tut ierte Piperazine, 2-, 5- 
oder 6-modifizierte Pterine, 3-, 4-, 5-, 6- oder 9- 
substituierte Purine, 2- oder 3- substituierte Pyrazine, 3- 
oder 4- substituierte Pyridazine, 2-, 3- oder 4- modifizierte 
Pyridine, 2- , 4-, 5- oder 6-subsituierte Pyrimidine, l-,2-,3- 
,4-, 5-, 6- oder 8- substituierte Chinoline, 2-, 4- oder 5- 
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•substituierte Thiazole, 2-, 4- oder 6- substituierte Triazine, 
oder auch Abkommlinge des Tyrosins. 

Besonders bevorzugt sind die genannten Piperazine, Imidazole 
5 und Morpholine, Purine oder Pyrimidine. Ganz besonders 
bevorzugt sind solche Molekiilfragmente, wie sie in 
biologischen Systemen vorkommen, also beispielsweise 4- 
Imidazole (Histamine, Histidin selbst) , 2-, 6- oder 9- Purine 
(Adenine, Guanine, Adenosine oder Guano s ine ) , 1-, 2- oder 4- 
10 Pyrimidine (Uracile, Thymine, Cytosine, Uridine, Thymidine, 
Cytidine) oder auch Pyridin-3 -carbonsauren. Die hier genannten 
Strukturfragmente konnen weitere Substituenten aufweisen. Das 
konnen beispielsweise Methyl-, Ethyl-, Propyl- oder 
Isopropylreste sein, besonders bevorzugt in hydroxylierte Form 
15 mit einer oder zwei Hydroxylgruppen . Das konnen aber auch 
Hydroxyl- oder Ketofunktionen des Ringsystems sein. 



Stickstoffbasen mit bevorzugten pKa-Werten entstehen 
beispielsweise auch durch einfache oder mehrfache Substitution 

20 eines Amins mit Niederalkanhydroxylen, etwa Hydroxymethyl- 
oder Hydroxyethylgruppen. Geeignete organische Basen aus 
dieser Gruppe sind beispielsweise Aminopropandiole, 
Triethanolamine, Tris- (hydroxymethyl)methylamine, Bis- 

(hydroxymethyl)methylamine, Tris- (hydroxyethyl) methylamine, 

25 Bis- (hydroxyethyl) methylamine oder die entsprechend 

substituierten Ethylamine . 

Stickstoffbasen mit bevorzugten pKa-Werten sind auch unter den 
Aminozuckern oder Aminozuckeralkoholen zu finden. 



30 pH- sensitive Anionen des Amphoters mit einem pKa zwischen 3 

und 7: Bevorzugt sind die anionischen Ladungstrager 
Carboxylgruppen . Selbstverstandlich konnen alle Carbonsauren 
als Ladungstrager eingesetzt werden. Dazu gehoren insbesondere 
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aliphatische, geradkettige oder verzweigte Carbonsauren mit 
bis zu 8 C-Atomen und 0, 1 oder 2 ethylenisch ungesattigten 
Bindungen. Beispielhaf te Verbindungsteile sind die 
Carboxylgruppe selbst, die in der aliphatischen Kette 
gebundene Essigsaure, Bromessigsaure, Chloressigsaure , 
Acetoessigsaure, Propionsaure, Acrylsaure, Buttersaure, 
Crotonsaure oder hohere Carbonsaure, die einfach veresterte 
oder araidierte oder in der aliphatischen Kette gebundene 
Dicarbonsaure wie Oxalsaure, Malonsaure, Bernsteinsaure, 
Maleinsaure, Fumarsaure, Apfelsaure, Weinsaure, Glutarsaure, 
Adipinsaure, Caprylsaure, Pimelinsaure, Suberinsaure, 
Cyclohexandicarbonsaure oder auch Cyclopentandicarbonsaure; 
die einfach veresterte oder amidierte oder im aliphatischen 
Teil gebundene oligocarbonsaure wie Citronensaure, 
Isocitronensaure oder Ethylendiamintetraessigsaure . 

Weitere vorteilhafte Verbindungsteile sind die in der 
Seitenkette iiber ein Heteroatom gebundene Glykolsaure, 
Milchsaure, Hydroxybuttersaure , Apfelsaure, Weinsaure, 

Asparaginsaure oder Glutaminsaure , Alanin, Glycin, Serin, 
Threonin, Asparagin, Glutamin, Prolin, Tyrosin oder Cystein 
oder andere Aminosauren oder Hydroxy sauren. 



Carbonsauren mit einera geeigneten Verhalten findet man auch 
als Substituenten aromatischen Systeme, etwa als Benzoesaure, 
Anissaure, o-, m- oder p-Hydroxybenzoesaure, als 
Dihydroxybenzoesaure, Gallussaure, Zimtsaure, 

Phenylessigsaure, Hippursaure, Pthalsaure, Terephtalsaure, 2,3 
oder 4-Pyridincarbonsaure, Furancarboxylsaure . Andere 
anionische Gruppen sind dissoziierbare Hydroxyle oder Thiole, 
wie sie in der Ascorbinsaure, dem N-substituierten Alloxan, 
der N-substituierten Barbitursaure , im Veronal, dem Phenol 
oder als Thiolgruppe vorkommen. 
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Peptide als Amphotere: In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm 
der Erfindung sind die Amphotere Peptide und umfassen 2 bis 6 
Aminosauren. Besonders bevorzugt sind in einer weiteren 
Ausfuhrungsform insbesondere die Aminosauren Histidin, 

5 Arginin, Lysin, Glutaminsaure oder Asparaginsaure zur Bildung 
des Amphoters und zur Bestimmung seiner Ladungscharakteristik. 
Weitere bevorzugte Aminosauren sind Glycin, Serin, Threonin, 
Glutamin, Asparagin, aber auch Cystein, die zur Erhohung der 
Polaritat und damit zur Verbesserung der Loslichkeit des 

10 Amphoters beitragen. Besonders bevorzugte Zusammensetzungen 
der Peptide zeigt die folgende Tabelle 1 in prozentualem 
Anteil an Gesamtaminosaure : 



15 

Tab.l 



Aminosaure 


His Arg/Lys 


Asp/Glu 


Bedingungen 


i 


Bis 66% 


Bis 66% 


His, Asp/Glu * 0 


ii 


< 50% 


> Arg/Lys 


Arg/Lys, Asp/Glu * 0 


iii 


< 33% < 33% 


> Arg/Lys 


alle * 0 



20 Wobei i) den Fall zweier pH-sensitiver Komponenten, ii) den 
Fall einer f eststehenden und einer pH-sensitiven Komponente 
und iii) den Fall einer Mischung von i) und ii) behandeln. Die 
Sequenz der einzelnen Aminosauren ist beliebig, es kommt fur 
die Ladungscharakteristik hauptsachlich auf die globale 

25 Zusammensetzung an. Terminale Gruppe des Peptids werden 
geblockt, im Falle des C-Terminus als Amid, im Fall des N- 
Terminus mit Acetyl. 
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Spacer: Zwischen dem Amphoter und dem Amphiphil liegen die 
Molekiilf ragmente : - Y - Spacer - X. Der Spacer ist ein 
Niederalkylrest mit linearer, verzweigter oder ringformiger 
Struktur, der 0 bis 8 C-Atome besitzt und 0, 1 oder 2 
ethylenische ungesattigte Bindungen enthalt. Der Spacer kann 
zur Erhohung der Polaritat des Molekuls Hydroxylgruppen 
besitzen. Der Spacer kann insbesondere ein Zucker sein. Spacer 
kann vorteilhaf terweise auch ein Polyethylenglykol ' sein, wobei 
dieser bis zu 2 0 Monomereinheiten umfassen kann. 



X und Y: Bevorzugt umfasst die verbindende Gruppe X die 
Struktur -(C=0)-0-; -(C=0)-NH-; -NH- (C=0) -O- ; -0- ; -NH- ; - 
CH=N- oder -S-S-. Vorteilhaf terweise entspricht die 
verbindende Gruppe Y in ihrer Struktur der Gruppe X, 
zusatzlich kann sie die Struktur -0-(0=C)- ; -S-;(0=C)-; -NH- 
(0=C)-; -o-(0=C)-NH- oder -N=CH- umfassen. X und / oder Y 
konnen auch Deletionen sein, d.h. ihre Anwesenheit ist nicht 
zwingend. Die Gruppe Y kann beispielsweise entf alien, werai 
sich das Amphoter direkt an das Amphiphil koppeln lasst, 
beispielsweise bei der Veresterung von Imidazol-4 , 5- 
dicarbonsaure mit Dipalmitoylglycerol . 



Synthesemethoden: Methoden zur Ausfiihrung der chemischen 
Kopplung der einzelnen Molekiilbausteine sind dem Fachmann 
bekannt und konnen je nach verwendetem Ausgangsstof f und 
Kopplungskomponente variieren. Typische Reaktionen sind die 
Veresterung, die Amidierung, die Addition von Aminen an 
Doppelbindungen, die Veretherung oder auch die reduktive 
Aminierung. 



Besonders bevorzugte Molekule lassen sich herstellen durch 



17 



WO 03/070735 



B1 

PCT/EP03/01662 



i) Veresterung von Diacylglycerolen, 

ii) Veresterung oder Amidierung von 
Diacylglycerolhemisuccinat , 

iii) Addition von Aminen an die Doppelbindung eines 
5 Diacylglycerolhemimaleats, 

iv) Amidierung von Phosphatidylethanolamin oder 
Pho spha t idylserin, 

v) Amidierung oder Alkylierung von 3 -Amino- 1,2- 
propandioldiestern, 

10 vi) Oxidation von Phosphatidylglycerolen und anschliessende 

reduktive Aminierung und 

vii) reduktive Aminierung von Glyceraldehyd und 
anschliessende Acylierung. 



15 Zu den besonders bevorzugten Verbindungen gehoren die 
folgenden Ausf uhrungsf ormen (die langkettigen 
Kohlenwasserstoffketten der Amphiphile sind nur in verkiirzter 
Schreibweise wiedergegeben und entsprechen Lauroyl-, 
Myristoyl-, Palmitoyl-, Stearoyl-, Oleoyl- und Linoyl-Resten) : 

20 

Phospholipide 





#7 Histidinyl-Phosphatidylserin 




durch Kopplung von Histidin an 




die Aminogruppe des 




Pho spha t idyl serin 
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o 

OH NH 2 


#2 6 Phosphatidylseryl -Histidin 
durch Kopplung von Histidin an 
die Carboxygruppe des 
Phosphat i dy 1 serin 




#25 Derivat des 
Phosphatidylglcerols . Die 
Ankopplung von Carnosin erfolgt 
nach Reaktion vi) 




#29 Derivat des 
Phosphatidylglcerols . Die 
Ankopplung erfolgt nach 
Reaktion vi) mit Histidin 




"-O-P-O f^N 
OH tta-// 


#28 N-Phosphatidylethyl-3- 
amino-5-imidazoylcarbonsa.ure : 
a) Addition des Phosphatidyl - 
ethnanolamins an Urocansaure 
nach iii) oder b) nach vi) mit 
P-Histidin und 
Phosphatidylglycerol 
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#31 Acetyl-Lys-Ala-His 




gekoppelt uber die Seitenketten 




Aminogruppe des Lys an DPPG 




nach vi) 




41 Ad 
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1 -Amino- 2, 3-Propandiole 



vwv^wwL 
\/%/x/\y=\/\/\^JQ /an 


#8 Addition von Acrylsaure an 
1 -Amino- 2 , 3 - Propandiol und 
anschlieSende Acylierung 






^COOH 


#32 Kondensationsprodukt aus 
Homoglutaminsaure und doppelt 
acyliertem l-Iod-2 , 3 -Propandiol 




fa 

I— NH- 

HOOC 






^^^^ 


y 




#36 Kopplung von CBZ-Histidin 
an doppelt acyliertes 1-Amino- 
2 , 3 - Propandiol ,- Entschutzen; 
Kopplung mit Succinanhydrid; 
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#37 Kopplung von Succinanhydrid 
andoppelt acyliertes 1-Amino- 
2,3- Propandiol ; Kopplung von 
Benzyl -ges chut zt em Histidin; 
Entschutzen 


0 

^^o-i XOOH 


#38 Konjugation von p-Histidin 
an ein doppelt acyliertes 1- 
Jod-2, 3 -Propandiol 
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Diacylglycerole 





#34 Konjugation von Histidin an 
ein Diacylglycerolhemisuccinat 




#35 Konjugation von Histidin an 
ein Diacylglycerol und 
anschlieSende Kopplung mit 
Succinanhydrid 


Dicarbonsauren und Diamine 

Die langkettigen Amphiphile sind nur in verkiirzter 
Schreibweise wiedergegeben und entsprechen Lauryl-, Myristyl-, 
Palmityl-, Stearyl-, Oleyl- und Linyl-Resten. 


. NH 


#50 N- 

(Asparaginsauredihydroxyalkyl) - 
3 - amino - 5 - imi daz o 1 carbons aure , 
kann durch Addition von 
Asparaginsaurediester an 
Urocansaure dargestellt werden. 
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° ° y» 

NH 


#51 W- (Aspartyldihydroxyalkyl) - 
N ' -histidinyl-harnstof f . 


R J- NH 


#52 doppelt acyliertes 
Tripeptid aus 2,3- 
Diaminopropionsaure, p-Alanin 
und Histidin. 



Zu den besonders bevorzugten amphoteren Komponenten gehoren 
beispielsweise die folgenden Verbindungen, wobei Rl oder R2 
das Amphiphil bedeuten und ( )n weitere Molekiilteile ±m- 

Sinne des oben definierten Spacers darstellen. 




Histidin-Derivate . 

Bevorzugt erfolgt die Ankopplung des 
Amphiphils uber die Aminogruppe als 
R2 . Rl bildet in diesem Fall ein Anion 
und kann beispielsweise H oder eine 
Hydroxycarbonsaure oder eine oder 
mehrere Aminosauren sein. 
Erfolgt die Ankopplung uber Rl, dann 
ist R2 ein anionischer Rest, etwa eine 
Carbonsaure oder Dicarbonsaure . 
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(<)n 
COOH 

0 

Phosphatidylserin — f\j|— ( 


Piperazin-Derivate . 

Die Ankopplung des Amphiphils kann 
uber eines der Ringatome erfolgen. 
Sind die Seitenketten als 
Hydroxycarbonsauren oder Aminosauren 
ausgefuhrt, so kann die Ankopplung 
vorteilhafterweise iiber diese 
Heteroatome erfolgen. 

Das bevorzugte nebenstehende Derivat 
zeigt die Ankopplung von Piperazin an 
das Not. des Phosphatidylserin. 


N 

(()n 
COOH 


Morpholin-Derivate 

Die Ankopplung des Amphiphils kann 
iiber eines der Ringatome erfolgen. 
Sind die Seitenketten als 
Hydroxy carbons aur en oder Aminosauren 
ausgefuhrt, so kann die Ankopplung 
vorteilhafterweise iiber diese 
Heteroatome erfolgen. 


/—COOH 
^ Nh f COORi 


Derivate der Imidazol-4 , 5- 
diessigsaure. 

Die Anbindung des Amphiphils erfolgt 
bevorzugt als Ester einer der beiden 
Essigsaurefunktionen. Das Amphiphil 
kann aber auch an die 3 -Aminofunktion 
angebunden sein. 
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(COOH-^ ) 

(/)n 
COOH 


Derivate des Piperidins . 

Die Ankopplung des Amphiphils kann 
uber eins der Ringatome erfolgen. Sind 
die Seitenketten als Hydroxy- oder 
Amino saur en ausgefuhrt, dann kann die 
Ankopplung vertielhaffc uber deren 
Heteroatome erfolgen. 


COOH 
NH2^^NH— R| 

Hs^NH-Phosphatidylserin 
NH/^-^NH2 


Diaminobenzoesaure-Derivate . 

Hier erfolgt die Ankopplung des 
Amphiphils bevorzugt uber eine der 
beiden Aminogruppen . Die zweite 
Aminogruppe kann beispielsweise 
alkyliert sein, urn einen hoheren pKa- 
Wert zu erhalten. 
Eine Ankopplung als Amid des 
Phosphatidylserins ist eine andere 
bevorzugt e Ausfuhrung der Erfindung. 


COOH 

N^^^COORi 
COOH 


Trinitriloessigsaure-Derivate . 

Amphotere Grupen entstehen auch durch 
Veresterung von Trinitriloessigsaure . 
Das Ladungsverhalten dieser 
Verbindungen kann zusatzlich durch die 
Komplexierung von Metallionen 
verandert werden. 
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COOH , . 
COOH N-KJ n 

( V 0R1 

COOH , , 

COOH \^K^ n 

COOH , . 
COOH V-^\ ^ 


Na-Alkylcarboxy-Aminosaure-Derivate 

Amphotere Verbindungen entstehen auch 
hier durch Kopplung von Sterolen an 
die endstandigen Gruppen von N- 
Acylaminosauren . Die Struktur kann 
vorteilhaft vom Serin, der 
Asparaginsaure oder Glutaminsaure oder 
vom Lysin oder Ornithin abgeleitet 
werden. Die Aminodicarbonsauren konnen 
nicht nur endstandig, sondern auch. an 
den anderen Sauregruppen gekoppelt 
sein. Das Ladungsverhalten dieser 
Verbindungen kann zusatzlich durch die 
Komplexierung von Metal lionen 
verandert werden. 


COOH 
/ COOH 

\ > 

/ N 
COOH ^COORi 


EDTA-Derivate 

Amphotere Grupen entstehen auch durch 
Veresterung von Trinitriloessigsaure . 
Das Ladungsverhalten dieser 
Verbindungen kann zusatzlich durch die 
Komplexierung von Metallionen 
verandert werden. 



Die Erfindung betrifft auch Liposomen, die die 
erf indungsgemafeen Verbindungen umfassen. Die erf indungsgemalSen 

5 Verbindungen lassen sich in einem hohen Anteil in liposomale 
Membranen einbauen und bilden amphotere Liposomen, die dadurch 
gekennzeichnet sind, dass sich ihr Ladungszustand reversibel 
durch pH-Anderung des umgebenden Mediums verandert. Unterhalb 
ihres isoelektrischen Punktes sind die Liposomen kationisch, 

10 oberhalb anionisch. 
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Liposomen, urafassend die erf indungsgemaSen Verbindungen konnen 
unter geeigneten Bedingungen mit Polymeren beschichtet 
werden. Dabei kann eine einfache oder mehrfache Abscheidung 
soldier Substanzen auf der Oberflache erfolgen. Bei einer 
5 mehrfachen Abscheidung, die gegebenenf alls unter Anwesenheit 
von Vernetzer durchgefxihrt wird, entstehen liposomale 
Nanokapseln. Verfahren zur Herstellung der Liposomen sind dem 
Fachmann z.B. aus der WO 00/28972 oder der WO 01/64330 bekann, 
die in dem Of f enbarungsgehalt der Erfindung mit aufgenommen 

10 sind. Besonders vorteilhaft bei der Verwendung der 
erf indungsgemaSen Substanzen ist die Tatsache, dass eine 
elektrostatische Interaktion mit dem Polymer unterbrochen 
werden kann, wenn dieses ein Polyelektrolyt ist. Es ist 
bekannt, dass die Wechselwirkung eines Polyelektrolyten mit 

15 Ladungstragern der liposomalen Membran zur Entmischung von 
Membranbestandteilen und zur Bildung von Lipidclustern fuhren 
kann. In vielen Fallen gent diese Entmischung mit einer 
Permeabilisierung des Liposoms einher. Die erf indungsgemaSen 
Substanzen ermoglichen eine Abschaltung dieser Wechselwirkung 

20 nach dem Beschichtungsprozess . Wird der pH-Wert zu diesem 
Zeitpunkt auf oder uber den iP erhoht, so sind die Liposomen 
nur noch sterisch in der Nanokapseln eingeschlossen, eine 
Wechselwirkung' der Membran mit den Polyelektrolyten besteht 
dann nicht mehr. Clusterbildung der Lipide und damit 

25 verbundene Permeabilisierung der Membran konnen so 
vorteilhafterweise umgangen werden. 



Es wurde uberraschend gefunden, dass Liposomen, deren Membran 
die erf indungsgemaSen Substanzen enthalten, unterhalb des 

30 isoelektrischen Punktes der Substanz leicht mit anderen 
Membranen, insbesondere Zellmembranen fusionieren. Fur 
gewohnlich erfordert dieser Schritt die Anwesenheit eines 
groSeren Anteils von PE in der Membran. Dieses hat durch seine 
Neigung zur Bildung von hexagonalen Phasen die Funktion eines 

35 Helferlipids. Nachteilig ist aber die geringere Stabilitat 
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soldier Membranen, hier wird oft eine schleichen.de Freisetzung 
von eingeschlossenen Wirkstoff en beobachtet. 



Liposomen, die unter Verwendung der erf indungsgemaEen 
5 Substanzen hergestellt werden, fusionieren vorteilhaf terweise 
effektiv auch in Abwesenheit von Helferlipiden. Es sind also 
unter Verwendung der erf indungsgemaEen Substanzen Liposomen 
herstellbar, die einen Wirkstoff stabil verkapseln konnen, 
aber unter den Bedingungen eines niedrigen pH-Werts mit 
10 Zellmembranen fusionieren und dort den Wirkstoff freisetzen. 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung umfasst der 
Anteil der amphoteren Lipide maximal 30 mol%, 40 mol% Oder 50 
mol% des Gesamtlipids . Besonders vorteilhaf t sind 

15 Zusammensetzungen, die mindestens 2 mol%, hochstens aber 50 
mol% der amphoteren Lipide umfassen. Besonders bevorzugt sind 
Zusammensetzungen, die mindestens 5 mol%, bevorzugt 10 mol% 
und hochstens 50 mol%, bevorzugt 40 mol% des amphoteren Lipids 
umfassen. Die Herstellung von Liposomen umfassend die 

20 erf inderischen Substanzen erfolgt nach den dem Fachmann 
bekannten Techniken. 



In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsvariante der 
Erfindung umfassen die Liposomen Phosphatidylcholin, 
25 Phosphatidylethanolamin, Diacylglycerole , Ceramide, 

Sphingolipide, Tetraetherlipide und/oder PEG-Lipide. Da die 
erf indungsgemaEen Verbindungen nicht immer selbst Liposomen 
bilden, kann es vorteilhaft sein, die genannten Lipide 
zuzusetzen. 

30 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsvariante der 
Erfindung weisen die Liposomen eine mittlere GroEe zwischen 50 
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und 1000 nm, bevorzugt zwischen 50 und 500 nm, besonders 
bevorzugt zwischen 50 und 300 nm und ganz besonders bevorzugt 
zwischen 60 und 130 nm auf . 



5 ZweckmaSig ist es, in die Liposomen insbesondere 
wasserlosliche Wirkstoffe einzuschlieSen. Sie konnen z.B. in 
der Krebstherapie und zur Therapie schwerer Infektionen 
verwendet werden. Liposomendispersionen konnen dazu injiziert, 
infundiert Oder implantiert werden. Sie verteilen sich danach 

10 im Blut oder in der Lymphe oder geben als Depot ihren 
Wirkstoff kontrolliert ab. Letzteres kann durch 
hochkonzentrierte Dispersionen erreicht werden, die als Gele 
vorliegen. Die Liposomen konnen auch fur topische Anwendung 
auf der Haut eingesetzt werden. Sie konnen insbesondere dazu 

15 beitragen, dass verschiedene Wirkstoffe besser in die Haut 
eindringen konnen oder spgar durch die Haut in den Korper 
gelangen konnen. Weiterhin ist es mSglich die Liposomen fur 
den Gentransfer einzusetzen. Genetisches Material kann wegen 
seiner GroJSe und Ladung meist nicht ohne Hilfsmittel in Zellen 

20 gelangen. Dazu bedarf es geeigneter Trager wie z.B. Liposomen 
oder Lipid-Komplexe . Diese sollen zusammen mit der DNA 
effizient und moglichst gezielt in die betroffenen Zellen 
aufgenommen werden. Besonders vorteilhaft ist es, wenn der 
Wirkstoff ein Protein, ein Peptid, eine DNA, eine KNA, ein 

25 antisense-Nukleotid und/oder ein Decoy-Nukleotid ist. 
Liposomen sind in Hirer prinzipiellen Struktur den 
Zellmembranen sehr ahnlich. Sie konnen daher als 
Membranmodelle eingesetzt werden, urn die Permeations- 
geschwindigkeit von Wirkstoffen durch Membranen oder die 

30 Membranbindung von Wirkstoffen zu quantif izieren. 



In einer weiteren Ausfuhrungsvariante der Erfindung sind 
mindestens 50/xg, vorteilhaf ter 100/ig, bevorzugt 150jug des 
Wirkstoffes pro mg Lipid in den Liposomen eingeschlossen. 
35 Nicht eingebaute, auSen anhaftende Cargomolekule konnen wenn 
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notig durch einen einfache Erhohung des pH-Wertes entfernt 
wefden. Dieser Schritt ist iramer dann notwendig, wenn nicht 
eingebaute Cargomolekule zu einer Aggregation der Liposomen 
fiihren. Vorteilhaft bei der Verwendung der erf indungsgemaJSen 

5 Komponenten ist die Tatsache, dass die eingeschlossenen 
Wirkstoffe nur fur den Zeitraum des eigentlichen Einschlusses 
unter Bedingungen gebracht werden nriissen, die eine Interaktion 
mit der Lipidschicht erlauben. Sobald die Lipidschicht in sich 
geschlossen bleibt, kann zu anderen Bedingungen gewechselt 

10 werden. Eine denkbare Inaktivierung von Wirkstoffen, 
insbesondere von Proteinen kann dadurch minimiert werden. 



Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur Wirkstof f beladung 
von Liposomen, wobei ein Bindungs-pH-Wert zur Verkapselung 
15 benutzt wird und ein zweiter pH-Wert zur Abtrennung der nicht 
gebundenen Wirkstoffe verwendet wird. 



Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur 
Wirkstof fbeladung von Liposomen, wobei die Liposomen bei einem 

20 bestimmten pH-Wert permeabilisiert und folgend verschlossen 
werden. Bevorzugt konnen insbesondere Permeabilitatsanderungen 
gezielt zur Beladung von Liposomen genutzt werden. Ein 
einzuschlieSender Wirkstoff kann dabei unter Bedingungen hoher 
Permeabilitat ins Medium zugegeben werden. AnschlieSend werden 

25 Bedingungen geringer Permeabilitat eingestellt. Damit 
verbleibt der Wirkstoff im Innern der Liposomen. Nicht 
eingeschlossener Wirkstoff kann dann gegebenenfalls abgetrennt 
werden. Eine solche Permeabilitatsanderung kann an Liposomen 
oder an liposomalen Nanokapseln herbeigef iihrt werden. 

30 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der Liposomen in 
der Diagnostik und in Freisetzungssystemen. Die Liposomen 
konnen selbstverstandlich auch in einem Detektionssystem 
verwendet werden. Insbesondere konnen die Liposomen mit 
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Metallionen beladen werden, deren Fluoreszens durch die 
Chelatisierung verstarkt wird, also beispielsweise Terbium- 
oder Europiumionen. Liposomen fur diese Anwendung konnen 
selbstverstandlich spezif itatsbestimmende Komponenten 

5 enthalten, also z.B. Antikorper, Lektine, Selektine, 
Rezeptoren oder Hormone oder RNA-Aptamere . In einer besonders 
bevorzugten Ausfuhrungsf orm der erf indungsgemaSen Verwendung 
ist die Anwesenheit dieser Metallionen auf das Lumen der 
Liposomen beschrankt, urn unspezif ische Signale von auSen 
10 anhaftendem und langsam f reigesetztem Metallionen zu 
vermeiden. ZweckmaSig ist es auch, die Liposomen zur 
Herstellung von Nanokapseln zu verwenden. Mit Vorteil konnen 
die Liposomen zur Herstellung von Freisetzungssystemen in der 
Diagnostik verwendet werden. 

15 

ZweckmaSig ist auch die Verwendung zum Transport und/oder zur 
Freisetzung von Wirkstoffen. Vorteilhaf terweise konnen die 
Liposomen als Depotformulierung und/oder als zirkulierbares 
Depot verwendet werden. Vorteilhaf t ist weiterhin die 
20 Verwendung der Liposomen als Vektor zur Transfektion von 
Zellen in vivo, in vitro und/oder ex vivo. Die Liposomen sind 
beispielsweise bei intravenoser und/oder peritonealer 
Applikation verwendbar. 



25 Die erf indungsgemaSen Verbindungen und Liposomen weisen 
mehrere Vorteile auf. Uberraschenderweise konnte festgestellt 
werden, dass die Permeabilitat der erf indungsgemaSen 

Liposomen vom pH-Wert und damit vom Ladungszustand der 
Verbindungen abhangig ist. 

30 

Liposomen, die unter Verwendung der erf indungsgemaSen 
Strukturen hergestellt werden, sind daher insbesondere 
geeignet zur Konstruktion von Freisetzungssystemen, bei denen 

32 



WO 03/070735 



B1 

PCT/EP03/01662 



eine Abgabe von Wirkstoffen in Abhangigkeit vom pH-Wert des 
Mediums erfolgen soil. 



Es wurde daruber hinaus iiberraschenderweise gefunden, dass in 
5 Liposomen, deren Membran die erf indungsgemaSen Verbindu.ng.en 
umfasst, uberdurchschnittlich hohe Mengen, mindestens 50/^g, 
bevorzugt 100/xg, besonders bevorzugt 150/xg an Proteinen oder 
DNA pro mg Lipid eingeschlossen werden konnen. Die Effizienz 
dieses Einbaus ist dabei abhangig vom pH-Wert der verwendeten 

10 Losung. Ein Prozess fur die effiziente Verkapselung von 
Proteinen oder DNA in die Liposomen kann daher so gefuhrt 
werden, dass zunachst ein pH-Wert eingestellt wird, der zu 
einer guten Bindung der Cargomolekiile an die Lipidschicht 
fuhrt. Fur DNA als Polyanion werden hier niedrige pH-Werte von 

15 etwa 4 bis 5 verwendet . Bei Proteinen richtet sich der 
nutzbare pH-Wert nach dem isoelektrischen Punkt des Proteins. 
Dieser sollte unterhalb des isoelektrischen Punktes der 
erf indungsgemaSen Substanz liegen. Eine Verkapselung ist dann 
besonders effektiv, wenn der pH-Wert des Mediums so gewahlt 

20 wird, dass er zwischen dem isoelektrischen Punkt des Proteins 
und dem isoelektrischen Punkt der erf indungsgemaSen Verbindung 
liegt. Das Protein ist dann negativ und die Lipidschicht ist 
positiv geladen. 



25 Weiterhin wurde uberraschend gefunden, dass Liposomen, deren 
Membran beispielsweise Histidinyl-PS oder Histidinyl- 
Diacylglycerolhemisuccinat umfasst, zur Chelatisierung von 
Metallionen befahigt sind. Diese Eigenschaft fuhrt zu einer 
Verstarkung der positiven Ladung des Liposoms . Dieser Effekt 

30 ist besonders stark bei neutralen pH-Werten zu beobachten, da 
dann die Eigenladung der Verbindung gering ist. Aufgrund ihrer 
chelatisierenden Eigenschaf ten lassen sich solche Liposomen in 
der biochemischen Diagnostik und zur pharmazeutischen Therapie 
verwenden. 
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Eine wesentliche Voraussetzung fiir die Verwendung von 
Liposomen fiir experimentelle oder therapeutische Zwecke ist 
deren Vertraglichkeit mit Zellen und Geweben. Eine Reihe 
5 bekannter Verbindungen, die fiir das Einbringen von DNA oder 
Proteinen in Zellen genutzt werden (beispielsweise das 
kationische Lipid DOTAP) sind zytotoxisch. Es wurde 
uberraschenderweise gefunden, dass einige der 

erf indungsgema&en Verbindungen eine verringerte Zytotoxizitat 
10 zeigen. Das betrifft insbesondere die Gruppe von Verbindungen, 
bei denen das Amphoter eine Aminosaure oder ein Peptid ist. 
Diese erfiillen daher wesentliche Voraussetzungen eines 
Transf ektions systems . 



15 Eine weitere Voraussetzung fur die Konstruktion von Vektoren 
zum Gen- oder Proteintransport in Zellen ist deren 
Kompatibilitat mit Serum oder Blut. Wegen ihrer starken 
kationischen Ladung bilden die derzeit bekannten Vektoren mit 
Serum unkontrollierte groSe Aggregate, die im Organismus zur 

20 Bildung von Thromben fiihren. Hire Verwendung ist damit in vivo 
praktisch ausgeschlossen und auf in vitro oder ex vivo 
Anwendungen beschrankt. Es wurde uberraschenderweise gefunden, 
dass Liposomen, die unter Verwendung der erf indungsgemaEen 
Komponenten aufgebaut wurden, in Serum oder Blut keine 

25 Aggregate bilden. Das sind insbesondere solche Liposomen, 
deren isoelektrischen Punkt kleiner als 7,5 ist. 



Eine weitere Voraussetzung fur die Konstruktion von Vektoren 
zum Protein- oder Gentransf er ist deren Stabilitat - unter 
30 physiologischen Bedingungen. Liposomen werden bei einer 
Applikation in den Blutkreislauf vom Bestandteilen des 
Complementsystems angegriffen und schnell lysiert. Diese 
Reaktion erfolgt binnen Minuten. Es kommt zur Porenbildung in 
der Membran, durch die selbst grosse Molekiile wie Proteine 
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ausdif fundieren konnen. Eine Stabilisierung von Liposomen 
gegeniiber diesen Mechanismen ist bisher nur durch Einbau von 
Cholesterol in die Lipidschicht moglich. Solche Liposomen sind 
dann sehr stabil, konnen aber nicht mehr mit Zellen 
5 wechselwirken oder ihren Wirkstoff leicht abgeben. Es wurde 
uberraschenderweise gefunden, dass Liposomen, die unter 
Verwendung der erf indungsgemaSen Komponenten aufgebaut werden, 
in Serum oder Blut iiber mehr ere Stunden stabil sein konnen. 
Die Wirkstoff freisetzung ist auch unter diesen Bedingungen 
10 gering. Eine liposomaler Vektor fur den Transport von 
Wirkstoffen muss mindestens drei Voraussetzungen erfiillen: er 
muss eine geringe Toxizitat besitzen, den Wirkstoff sicher und 
stabil einschlieSen und kompatibel mit Serum oder Blut sein. 



15 Alle drei dieser Voraussetzungen werden von Liposomen, die 
unter Verwendung ausgewahlter erf indungsgemaSer Substanzen 
hergestellt sind, mit Vorteil erfullt. Die Liposomen sind 
daher fur eine Verwendung bei therapeutischen Zwecken gut 
geeignet. Weitere Eigenschaf ten, die diese Verwendung 

20 unterstiitzen, sind die gute Beladbarkeit mit Wirkstoffen und 
die gezielte Ablosung dieser Stoffe durch Veranderungen des 
pH-Werts oder durch Permeabilisierung der Membran. Liposomen, 
die unter Verwendung der erf indungsgemaSen Substanzen 
hergestellt werden, zeigen nur eine geringe unspezif ische 

25 Bindung an Zelloberf lachen. Diese geringe unspezif ische 
Bindung ist eine wesentliche Voraussetzung fur das 
Zustandekommen' einer spezifischen Bindung an Zielzellen. 
Werden die beschriebenen Liposomen mit weiteren Liganden 
versehen, so ist eine Zielsteuerung der Vehikel gegeben. Der 

30 Wirkstoff kann dann spezifisch an solchen Zellen oder Geweben 
angereichert werden, die pathologische Zustande aufweisen. 



Eine wesentliche Verwendung der erf indungsgemaSen Substanzen 
liegt daher bei der Konstruktion von Vektoren fur den 
35 Wirkstoff transfer in lebenden Organismen. Die Vektoren sind 
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besonders geeignet fur den Transport von therapeutischen 
Makromolekiilen wie etwa Proteinen oder DNA, die von sich aus 
nicht die Zellmembran iiberwinden konnen oder im Blutstrom 
schnell abgebaut we r den. 



Uberraschenderweise wurde gefunden, dass auch amphotere 
Amphiphile mit nur einer Kohlewasserstoff kette, wie sie in der 
US 6,255,344 offenbart sind, sich zur Herstellung von 
erf indungsgemaBen amphoteren Liposomen eignen, wenn die 
Kohlenwasserstof f kette mehr als 12 CH2-Gruppen umfasst. Diese 
Liposomen lassen sich mit Vorteil nach dem oben genannten 
Verfahren mit Wirkstoff, insbesondere DNA oder 

Oligonucleotiden beladen und ihre Verwendung zur Transfektion 
von Zellen sowie zur Gentherapie wird in den 
Offenbahrungsgehalt der vorliegenden Erfindung mit 
auf genommen . 



Ebenso wurde uberraschenderweise gefunden, dass sich 
zweikettige Amphiphile, die durch Amidierung von langkettigen 
Fettsauren mit langkettigen a-amino-Carbonsauren gebildet 
werden und mit einer amphoteren Gruppe, wie zum Beispiel 
Histidin versehen werden, sich ebenfalls zur Herstellung von 
amphoteren Liposomen eignen. Diese Liposomen lassen sich mit 
Vorteil nach dem oben genannten Verfahren mit Wirkstoff, 
insbesondere DNA oder Oligonucleotiden beladen und ihre 
Verwendung zur Transfektion von Zellen sowie zur Gentherapie 
wird in den Offenbahrungsgehalt der vorliegenden Erfindung mit 
auf genommen. 



Die erf indungsgemaSe Lehre soil an den folgenden Beispielen 
naher erlautert werden, ohne sich auf diese zu beschranken. 
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Beispiel 1 

Synthese von L-Histidinyl-Dipalmitoylglycerolsuccinat (DG- 
Succ-Hist, #34) 

5 Zur Synthese des DG-Succ-Hist werden 3 mmol (2 g) 
Diacylglycerol-Succinat (Avanti) mit 3,3 mmol (0,81 g) Benzyl - 
geschiitztem Histidin, 3,45 mmol (0,71 g) DCC und 3,45 mmol 
(0,42 g) DMAP in 50 ml Dichlormethan als Losungsmittel 
umgesetzt. Der Reaktionsansatz wird iiber Nacht bei 

10 Raumtemperatur Riihren gelassen. Nach erfolgter Amid- Kopp lung 
wird die Carbonylgruppe des Histidins mittels katalytischer 
Hydrogenolyse an 10% Palladium/ Kohl ens toff und Riihren iiber 
Nacht unter Wasserstof f atmosphare entschiitzt. Nach Einengen 
des Reaktionsansatzes im Vakuum erfolgt die 

15 saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel 60. Als 
Laufmittel wird Chloroform / Methanol / Ammoniak (25%ige 
Losung) 60:40:2 verwandt . 

Beispiel 2 

20 Synthese von Verbindung #35 (DG-Hist-Succ) 

Die Synthese des DG-Hist-Succ erfolgt in drei Stufen. Zunachst 
werden 3,7 mmol (2g) Dipalmitoylglycerol mit 4,1 mmol Amino- 
geschiitztem CBZ-Histidin verestert . Die Esterbildung erfolgt 

25 unter Zugabe von 4,3 mmol (0,67 g) EDC und 4,3 mmol (0,53 g) 
DMAP in 60 ml Dichlormethan. Der Ansatz wird fur 4 h geruhrt. 
Durch Entschiitzung der Aminof unktion des Histidins entsteht 
das Zwischenprodukt DG-Hist. Die Aminogruppe wird mittels 
katalytischer Hydrogenolyse an 10 % Pal ladium/Kohlens toff 

30 durch Riihren iiber Nacht unter Wasserstof f atmosphare 
entschiitzt . In einer zweiten Stuf e wird Bernsteinsaureanhydrid 
mit Benzylalkohol zum Benzylsuccinat geoffnet. 10 mmol (1 g) 
Bernsteinsaureanhydrid werden mit 9,5 mmol (1 g) Benzylalkohol 
werden in 50 ml Toluol gelost. Nach Zugabe von 1 mmol (190 mg) 

35 p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat wird fiir zwei Stunden unter 
RiickfluE erhitzt. Im letzten Schritt werden 2 mmol (0,42 g) 
Benzyl -geschiitzte Succinat an 1,6 mmol (l,13g) DG-Hist iiber 
eine Amidbindung gekoppelt. Die Reaktion erfolgt unter Zugabe 
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von 2,5 mmol (0,39 g) EDC und 2,5 mmol (0,3 g) DMAP in 50 ml 
Dichlormethan durch vierstiindiges Riihren bei Raumtemperatur . 
AbschlieSend erfolgt die Entschiitzung des Succinats durch 
Abspaltung des Benzylrestes durch katalytische Hydrogenolyse 
5 an 10 % Palladium/Kohlenstof f durch Riihren iiber Nacht unter 
Wasserstof fatmosphare. Nach Einengen des Reaktionsansatzes im 
Vakuum erfolgt die saulenchromatographische Reinigung an 
. Kieselgel 60. Als Laufmittel wird Chloroform / Methanol / 
Ammoniak (25%ige Losung) 60:40:2 verwandt . 

10 

Beispiel 3 

Synthese von Verbindung #8 

(N, N-Bis (propansaure-3-yl) -N- (2 , 3 -dioleoyloxy-propyl) amin 

15 Die Synthese der gewiinschten Verbindung verlauft iiber drei 
Stufen. 

In der 1. Stufe wird die Aminogruppe des 3 -Amino- 1,2- 
propandiols mit tert-Butylacrylat geschiitzt. Ill mmol (10 g) 
3-Amino-l, 2-propandiol werden in 100 ml Acetonitril vorgelegt. 

20 Unter Schutzgas werden 222 mmol (28,5 g) tert . -Butylacrylat 
zugegeben und der Ansatz fur zwei Tage unter RiickfluE, erhitzt. 
Die Reaktionsmischung wird am Rotationsverdampf er eingeengt 
und an Kieselgel saulenchromatographisch gereinigt. Als 
Laufmittel wurde Essigester / Methanol 9:1 verwandt. 

25 Im nachsten Schritt werden 17,7 mmol (6,15 g) Zwischenprodukt 
Stufe 1 mit 3 5,4 mmol (10 g) Olsaure in 10 0 ml Dichlormethan 
vorgelegt. Die Reaktion wird unter Schutzgas und Eisbad- 
Kiihlung durchgefuhrt . Nach Zugabe von 35,4 mmol (7,3 g) 
Dicyclohexylcarbodiimid wird die Eiskiihlung entfernt und der 

30 Ansatz einen Tag bei Raumtemperatur geriihrt. Der ausgefallene 
Harnstoff wird abfiltriert und die Losung am 
Rotationsverdampf er eingeengt. Das Produkt wird roh 
weiterverwandt . AbschlieSend wird die Schutzgruppe 
abgespalten. Dazu werden 11,5 mmol Zwischenprodukt Stufe 2 in 

35 25 ml Dichlormethan vorgelegt. Unter Eiswasserkuhlung werden 
langsam 25 ml Trif luoressigsaure zugegeben. Es wird fur einen 
Tag bei 4 0 °C geriihrt. Nach Abziehen des Losungsmittels wird 
der Riickstand saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt. 
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Als Losungsmittel wird Essigester / Petrolether 1:1 verwandt. 
Das gewonnene 01 wird in circa 50 ml Aceton auf genommen und 
mit 1 N Natriumhydrogencarbonatlosung leicht basisch 
eingestellt. Nach Zentrifugation wird die iiberstehende Losung 
verworfen. Der Riickstand wird mit wenig Aceton im 
Utraschallbad behandelt, zentrifugiert und die uberstehende 
Losung wird verworfen. Der Riickstand wird in 3 0 ml Chloroform 
auf genommen und mit 30 ml Wasser uberschichtet . Unter 
kraftigem Ruhren wird mit 1 N HC1 auf pH 5 eingestellt. Die 
organische Phase wird abgetrennt, iiber Natriumsulf at 
getrocknet und am Rotationsverdampf er eingeengt . 



Beispiel 4 

Herstellung von amphoteren Liposomen 

2 mg des entsprechenden Lipids und 10 mg DMPC werden in 4 mL 
Chloroform/ Methanol (1:1, v/v) gelost und im 
Rotationsverdampf er vollstandig getrocknet. Der Lipidfilm wird 
mit 4.3 mL eines Puffers ( 10 mM Kac, 10 mM HEPES, 150 mM 
NaCl, pH 7,5) in einer Lipidkonzentration von 5 mM durch 5 min 
Ultras challbehandlung hydratisiert . AbschlieSend wird die 
Suspension eingefroren und nach dem Auftauen mehrfach 
extrudiert (Avestin LiposoFast, Polycarbonatf ilter 200nm 
Porenweite) . Der Verlauf des Zetapotentials in mV bei 
verschiedenen pH-Werten ist in Abbildung 1 dargestellt. Der 
Nulldurchgang zeigt den pH-wert, bei dem das Liposom entladen 
ist. Dieser pH entspricht dem isoelektrischen Punkt des Lipids 
und ist fur #8 4,5; #34 5,2; #25 5,7; 
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Abb il dung 1 

5 

Beispiel 5 

In situ- Synthese von Verbindung #25 (Phosphatidylglyceryl- 
Carnosin) 

10 

Unilamellare Liposomen (DPPC / DPPG / Cholesterol 40:20:40 
Mol%) werden in einer Konzentration von 20mM Lipid in einem 
Borat-Puffern (2 0mM Natriumborat , 12 0 mM Natriumchlorid pH8,4) 
suspendiert. Zu 2ml dieser Losung werden 400/il einer 0,6M 

15 Natriumperiodatlosung zugegeben, die Mischung wird fur 3 0min 
im Dunkeln inkubiert. 1ml einer solchen Suspension wird an 
Sephadex G25 im oben verwendeten Boratpuffer chromatograf iert . 
Das Eluat der Liposomensuspension wird auf 4ml aufgefullt. 
Zu den so oxidierten Liposomen wird Carnosin in einer 

20 Endkonzentration von 2 0mM zugegeben und 2 Stunden inkubiert. 
Abschliessend wurde mit 20mM Natriumborhydrid uber Nacht bei 
4°C reduziert. uberschussiges Carnosin kann durch 
Chromatograf ie an Sephadex G25 wie oben abgetrennt werden. 

25 
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Beispiel 6 

Messung der Serumaggregation von Liposomen 

Zu- 140/iL Humanserum werden 10/xl einer 25mM Liposomensuspension 
5 pipettiert und gut gemischt. Davon werden 65 fih abgenommen und 
mit 1,5 ml Puffer (HEPES lOmM, NaCl 150mM pH 7,5) verdiinnt. 
Der Rest wird fur 2 h bei 37°C inkubiert und wieder werden 65 
/XL abgenommen und mit 1,5 mL Puffer verdiinnt. Von beiden 
Proben werden die Part ike lgroEen mit einem Malvern Zetasizer 
10 3000 bestimmt. Parallel dazu werden Kontrollproben nur in 
Puffer aufgenommen, die ebenfalls 2 h bei 37°C inkubiert 
warden. Eine unveranderte PartikelgroSe zeigt eine eine gute 
Serumvertraglichkeit an. 

15 Beispiel 7 

Herstellung von mit DNA-Plasmiden beladenen amphoteren 
Liposomen 

1,43 mM des amphoteren Lipids werden je nach 
20 Lipidzusammensetzung des Lipidfilmes mit den anderen Lipiden 
in Chloroform gelost. Nach Abziehen des Losungsmittels wird 
der Lipidfilm iiber Nacht im Vakuum getrocknet . 

Der Lipidfilm wird direkt mit 1 ml DNA-haltigen (100 /xg DNA / 
ml) NaAc-Puffer (10 mM NaAc, 150 mM NaCl, pH 4) hydratisiert 
25 (leichter Ultraschall, anschlieEend fur 3 0 min oberhalb der 
Phasenumwandlungstemperatur rotiert) . AnschlieiSend erfolgt ein 
freeze/ thaw-Schritt . 

Die Mischung wird 10 °C oberhalb der Phasenumwandlungs- 
temperatur 15fach durch 400 nm-Membranen extrudiert. 
30 Nicht eingeschlossenen DNA kann durch Flotation im Sucrose- 
Gradienten (bei pH 7.5) abgetrennt werden (0,8 M Sucrose, 0,5 
M Sucrose, Puffer) . 

Der Gehalt an DNA wird mit Hilfe des Interkalationsfarbstof f es 
Propidiumiodid durch die Zunahme der Fluoreszenzintensitat bei 
35 Interkalation in die • DNA bestimmt. Dazu werden 20 jxl 
Propidiumiodid, 6 /jlI Triton X-100 (10 % in Wasser) mit Probe 
auf 3 00/xl aufgefiillt und mit einem Fluoreszenzplattenreader 
vermes sen. 
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Anspriiche 

Amphoteres Lipid mit einem isoelektrischen Punkt zwischen 
4,5 und 8,5 nach der allgemeinen Formel (I) : 

(I) Amphoter - Y - Spacer - Amphiphil 

dadurch gekennzeichnet , dass 

(a) der Amphoter mindestens einen kationischen 
Ladungsteil mit einem pKa-Wert zwischen 4 bis 8 
und/oder mindestens einen anionischen Ladungsteil 
mit einem pKa-Wert zwischen 3 bis 7 und 
gegebenenfalls weitere Ladungstrager umfasst, wobei 

aa) der kationische Ladungsteil ausgewahlt ist aus 
der Gruppe umfassend Imidazol, Morpholin, 
Piperazin, Purin, Pyridin und/oder Pyrimidin 
oder ein Derivat hiervon, 

bb) der anionische Ladungsteil eine Carboxylgruppe 
ist, die in der aliphatischen Kette gebundene 
Essigsaure, Bromessigsaure, Chloressigsaure, 
Acetoessigsaure, Propionsaure, Acrylsaure, 
Buttersaure, Crotonsaure oder Carbonsauren 
umfasst, die einfach veresterte oder amidierte 
oder in der aliphatischen Kette gebundene 
Dicarbonsaure umfasst; die einfach veresterte 
oder amidierte oder im aliphatischen Teil 
gebundene Oligocarbonsaure umfasst, 

(b) der Spacer ein Niederalkylrest mit bis zu 8 C- 
Atomen mit linearer, verzweigter oder ringformiger 
Struktur mit 0, 1 oder 2 ethylenisch ungesattigten 
Bindungen und 0-4 Hydroxylgruppen ist, 

(c) Y -(C=0)-0-; - (C=0) -NH-; -NH- ( C=0) -O- ; -O- ; -NH- ; - 
CH=N-; -0-(0=C)-; -S-; (0=C)-; -NH-(0=C)-; -O- 

(0=C)-NH-, -N=CH- und/oder -S-S- umfasst. 
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(d) das Amphiphil eine Struktur nach der allgemeinen 
Formel (II) oder (III) oder (IV) ist: 

(ID 




wobei 

Rl und R2 unabhangig voneinander C8 bis C3 0 Alkyl oder 
Acylketten mit 0, 1 oder 2 ethylenisch ungesattigten 
Bindungen sind und 

X ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend -0- (C=0) ; - 
NH-(C=0)-; -S-(C=0)-; -O- ; -NH- ; -S-; -N=CH- ; - (0=C) -O- 
; -S-(0=C)-; -NH-(0=C)-; -N=CH- und/oder -S-S-; 

oder 
(III) 

R x — 0 
R 2 — O 

wobei 

Rl und R2 unabhangig voneinander C8 bis C3 0 Acylketten 
mit 0, 1 oder 2 ethylenisch ungesattigten Bindungen 
sind und 

X -O- ist. 

oder 
(IV) 

wobei 
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Rl und R2 unabhangig voneinander C8 bis C3 0 Alkylketten 
mit 0, 1 oder 2 ethylenisch ungesattigten Bindungen 
sind und 

X abwesend oder ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend 
aus -(C=0)-0-; -(C=0)-NH-; -(C=0)-S-; -NH- ; -CH=N- ; 
und/oder -S- (0=C) - ; 

(e) das Amphiph.il eine mit linearen C8 bis C3 0- 
Alkoholen-veresterten 1,4- oder 1,5- Dicarbonsauren 
wie Asparaginsaure, Glutaminsaure, Apfelsaure, 
Weinsaure, Citronensaure, Aconitsaure, 
Citraconsaure und/oder Maleinsaure ist und/oder 

(f) das Amphiphil eine mit linearen C8 bis C30- 
Fettsauren amidierten 1,4- oder 1,5- Diaminen des 
3-Aminoalanins, Diaminobuttersaure, Orni thins oder 
Lysin ist. 



Lipid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 

dass die Dicarbonsaure ausgewahlt ist aus der Gruppe 
umfassend Oxalsaure, Malonsaure, Bernseinsaure, 

Maleinsaure, Fumarsaure, Apfelsaure, Weinsaure, 

Glutarsaure, Adipinsaure, Caprylsaure, Pimelinsaure, 
Suberinsaure, Cyclohexandi carbons aure und / oder 
Cyclopentandicarbonsaure und / oder die Oligocarbonsaure 
ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend Citronensaure, 
Isocitronensaure und / oder Ethylendiamintetraessigsaure . 



Lipid nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das amphotere Lipid einen isoelektrischen Punkt zwischen 5 
und 7 aufweist. 
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Lipid nach einem der Anspruche 1 bis 3 , 
dadurch gekennzeichnet, dass 

sich die pKa-Werte des kationischen und anionischen 
Ladungsteils des Amphoters sich hochstens urn 2 pH-Einheiten 
unterscheiden . 



Lipid nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

das kationische Ladungsteil des Amphoters Imidazol, 
Piperazin, Morpholin, der anionische Ladungsteil die 
Carboxylgruppe umfasst. 



Lipid nach einem der vorhergehenden Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das Amphoter ein Peptid mit 2-6 Aminosauren ist, die 
ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus Histidin, 
Arginin, Lysin, Glutaminsaure und/oder Asparaginsaure, 

wobei 

i) der prozentuale Anteil von His und Asp/Glu 66% nicht 
uberschreitet oder 

ii) der prozentuale Anteil von Arg/Lys kleiner 50%, der von 
Asp/Glu groEer als 50% ist, oder 

iii) der prozentuale Anteil von His und Arg/Lys 
kleiner/gleich 33%, der von der von Asp/Glu groSer als 
Arg/Lys ist. 
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Lipid nach einem der vorhergehenden Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

das Amphiph.il ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus 
Diacylglycerolen, Dialkylglycerolen, Phosphoglycerolen, 
acylierte oder alkylierte 3 -Amino- 1, 2-Propandiolen und/oder 
N,N-Dialkylaminen. 



Lipid nach einem der vorhergehenden Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

der Spacer Zucker oder ein Polyethylenglykol mit bis zu 2 0 
Monomereinheiten umfasst. 



Amphoteres Lipid mit der Struktur 



o 
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oder 



wobei die langkettigen Amphiphile unabhangig voneinander 
Lauroyl-, Myristoyl-, Palmitoyl-, Stearoyl-, Oleoyl- und 
Linoyl-Reste umfassen. 



10. Amphoteres Lipid mit der Struktur 
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wobei die langkettigen Amphiphile unabhangig voneinander 

a) Lauroyl-, Myristoyl-, Palmitoyl-, Stearoyl-, Oleoyl- 
oder Linoyl-Reste oder 



b) Lauryl-, Myristyl-, Palmityl- 
Linyl-Reste umfassen. 



Stearyl-, Oleyl- oder 
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11. Amphoteres Lipid mit der Struktur 



0 




oder 



wobei die langkettigen Amphiphile unabhangig voneinander 

a) Lauroyl-, Myristoyl-, Palmitoyl-, Stearoyl-, Oleoyl- 
oder Linoyl-Reste oder 

b) Lauryl-, Myristyl-, Palmityl-, Stearyl-, Oleyl- oder 
Linyl-Reste umfassen. 



12. Amphoteres Lipid mit der Struktur 
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wobei die langkettigen Amphiphile unabhangig voneinander 
Lauryl-, Myristyl-, Palmityl-, Stearyl-, Oleyl- oder Linyl- 
Reste umf assert. 



13. Amphoteres Lipid mit der Struktur 




wobei die langkettigen Amphiphile Lauroyl-, Myristoyl-, 
Palmitoyl-, Stearoyl-, Oleoyl- oder Linoyl-Reste umfassen 



14. Liposomen umfassend amphotere Lipide nach einem der 
Anspruche 1 bis 13 . 



15. Liposomen nach dem vorhergehenden Anspruchen 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die Liposomen maximal 50 mol% des amphoteren Lipids 
umfassen, bevorzugt 2 bis 50 mol%, besonders bevorzugt 10 
bis 40 mol%. 
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16. Liposomen nach Anspruch 14 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die Liposomen Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin, 
Diacylglycerol, Tetraetherlipid und/oder PEG-Lipid 
umfassen. 

17. Liposomen nach einem der Anspriiche 14 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, das 

die Liposomen eine mittlere GroSe zwischen 50 und 1000 nm, 
bevorzugt zwischen 50 und 3 00 nm, besonders bevorzugt 
zwischen 60 und 130 nm aufweisen. 

18. Liposomen nach einem der Anspriiche 14 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Liposomen einen Wirkstoff umfassen. 

19. Liposomen nach einem der Anspriiche 14 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

der Wirkstoff ein Protein, ein Peptid, eine DNA, eine RNA, 
ein antisense-Nukleotid und/oder ein Decoy-Nukleotid ist. 

20. Liposomen nach dem Anspruch 18 oder 19, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

mindestens 50 fig, bevorzugt mehr als 90/xg, besonders 
bevorzugt mehr als 150/xg des Wirkstoffes pro mg Lipid im 
Innern des Liposoms eingeschlossen sind. 
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21. Verfahren zur Wirkstof fbeladung von Liposomen nach einem 
der Anspriiche 14 bis 20, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

ein Bindungs-pH-Wert zur Verkapselung eines Wirkstof fs 
eingesetzt wird und ein zweiter pH-Wert zur Abtrennung der 
nicht gebundenen Wirkstof fe verwendet wird. 



22. Liposomen, hergestellt nach dem Verfahren von Anspruch 21. 



23 . Verfahren zur Wirkstof fbeladung von Liposomen nach einem 
der Anspriiche 14 bis 20, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

die Liposomen bei einem bestimmten pH-Wert permeabilisiert 
und folgend verschlossen werden. 



24. Verwendung der Liposomen nach einem der Anspriiche 14 bis 20 
zur Hers te Hung von Nanokapseln. 



25. Verwendung der Liposomen nach einem der Anspriiche 14 bis 20 
zur Herstellung von Freisetzungssystemen in der Diagnostik. 



26. Verwendung der Liposomen nach einem der Anspriiche 14 bis 20 
zum Transport und zur Freisetzung von Wirkstof fen. 



27. Verwendung der Liposomen nach einem der Anspriiche 14 bis 20 
als Depotf ormulierung und/oder als zirkulierbares Depot. 
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28. Verwendung der Liposomen nach einem der Anspriiche 14 bis 2 0 
als Vektor zur Transfektion von Zellen in vivo, in vitro 
und/oder ex vivo. 



29. In- vivo- Trans f ektionssystem, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

es mit genetischem Material beladene Liposomen nach 
Anspruch 14 bis 20 enthalt. 



30. In-vivo-Transf ektionssystem, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

es mit genetischem Material beladene Liposomen mit 
amphoteren Lipiden, nach der Formel 

(I) Amphoter - Y - Spacer - Amphiphil 

dadurch gekennzeichnet, dass 

(a) der Amphoter mindestens einen kationischen 
Ladungsteil mit einem pKa-Wert zwischen 4 bis 8 
und/oder mindestens einen anionischen Ladungsteil 
mit einem pKa-Wert zwischen 3 bis 7 und 
gegebenenfalls weitere Ladungstrager umfasst, wobei 

aa) der kationische Ladungsteil ausgewahlt ist aus 
der Gruppe umfassend Imidazol, Morpholin, 
Piperazin, Purin, Pyridin und/oder Pyrimidin 
oder ein Derivat hiervon, 

bb) der anionische Ladungsteil eine Carboxylgruppe 
ist, die in der aliphatischen Kette gebundene 
Essigsaure, Bromessigsaure, Chloressigsaure, 
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Acetoessigsaure, Propionsaure, Acrylsaure, 
Buttersaure, Crotonsaure oder Carbonsaure 
umfasst, die einfach veresterte oder amidierte 
oder in der aliphatischen Kette gebundene 
Dicarbonsaure wie Oxalsaure, Malonsaure, 
Bernsteinsaure, Maleinsaure , Fumarsaure, 

Apfelsaure, Weinsaure, Glutarsaure, 

Adipinsaure, Caprylsaure, Pimelinsaure, 

Suberinsaure, Cyclohexandicarbonsaure oder auch 
Cyclopentandicarbonsaure umfasst; die einfach 
veresterte oder amidierte oder im aliphatischen 
Teil gebundene Oligocarbonsaure wie 

Citronensaure, Isocitronensaure oder 

Ethylendiamintetraessigsaure umfasst, 

(b) der Spacer ein Niederalkylrest mit bis zu 8 C- 
Atomen mit linearer, verzweigter oder ringformiger 
Struktur mit 0, 1 oder 2 ethylenisch ungesattigten 
Bindungen und 0-4 Hydroxylgruppen ist, 

(c) Y -(C=0)-0-; -(C=0)-NH-; -NH- ( C=0) -0- ; -0- ; -NH- ; 
-CH=N-; -0-(0=C)-; -S- ; (0=C) - ; -NH-(0=C)-; -0- 
(0=C)-NH-, -N=CH- und/oder -S-S- umfasst, 

(d) das Amphiphil eine Struktur nach der Formel (V) 
ist: 



Rl und R2 unabhangig voneinander C8 bis C3 0 Alkyl mit 
0, 1 oder 2 ethylenisch ungesattigten Bindungen sind 
und 

X ausgewahlt ist aus der Gruppe -0-; -NH- ; -S- . 
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31. In-vivo-Transf ekt ions system nach Anspruch 30, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

das Amphiphil eine Struktur nach der Formel (VI) ist: 
5 (VI) 




wobei 

R C8 bis C3 0 Alkyl mit 0, 1 oder 2 ethylenisch 
10 ungesattigten Bindungen ist und 

X ausgewab.lt ist aus der Gruppe -0-; -NH- ; -S-. 

32. Verwendung des In-vivo-Transf ektionssystems nach Anspruch 
29 als Vektor zur Transfektion von Zellen in vivo, in vitro 
15 und/oder ex vivo. 



33. Verwendung des In-vivo-Transf ektionssystems nach einem der 
Anspriiche 3 0 bis 31 als Vektor zur Transfektion von Zellen 
in vivo, in vitro und/oder ex vivo. 

20 

34. Verwendung der Liposomen nach einem der Anspriiche 14 bis 2 0 
bei intravenoser und/oder peritonealer Applikation. 
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